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摘要 : MEARI Plutella zylostella (L.) 进行 了 抗 性 选 育 ， 并 对 选 育 过 程 中 小 菜 蛾 解毒 
酶 的 活性 进行 了 研究 。 选 育 从 Fo 至 Pi 代 ， 抗 性 缓慢 波动 上 升 ， 达 到 选 育 前 的 122.91 倍 ; Fi 至 
Fy 代 ， 抗 性 迅速 增长 ， 达 到 选 育 前 的 812.73 倍 ， 抗 性 发 展 趋势 呈现 S 型 曲线 。 随 着 选 育 代数 的 
增加 ， 对 乙酰 胆 碱 酯 酶 (AChE) 没有 明显 的 影响 ; 羧 酸 酯 酶 (CarE) WH, FÆ Fo B9 1.5 fii, 
从 Fz; 开 始 ， 活 性 在 较 高 水 平 上 波动 ; 谷 脱 甘 肘 转移 酶 (GST) 活性 Fy 是 Fo 的 2.2 倍 , HA Fig 
开始 ， 活 性 在 较 高 水 平 上 波动 。 选 育 的 抗 性 品系 ， 增 效 配对 阿 维 菌 素 增 效 6.34 fir, 
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小 菜 蛾 Plutella xylostella (L.) 之 所 以 成 为 世界 上 十 字 花 科 蔬 菜 主 要 害虫 ， 主 要 因为 其 抗 
药性 水 平 不 断 提 高 ， 这 也 是 在 自然 选择 下 不 断 进 化 的 结果 。 目 前 在 许多 国家 或 地 区 小 菜 蛾 已 
NAHK AIE, AARRE., MRE, MERX AEH (Bt) 等 产生 了 不 同 程 
度 的 抗 性 ， 抗 性 水 平 最 高 可 达 数 万 倍 1'*。 阿 维 菌 素 (AVMs) 对 鳞 翅 目 、 同 翅 目 、 鞘 翅 目 和 
双 翅 目 害虫 及 多 种 害 螨 ， 特 别 是 对 常规 农药 具 抗 药性 的 害 螨 和 害虫 ， 如 小 菜 蛾 、 斑 潜 蝇 、 红 
蜂 蛛 、 菜 育 虫 等 均 具 有 良好 的 防 效 。 

针对 小 菜 蛾 抗 性 水 平 高 、 发 展 速度 快 、 交 互 抗 性 谱 广 ， 我 国 开 发 应 用 了 AVMs 制剂 和 以 
AVMs 为 主 的 混 配 制剂 来 防治 小 菜 蛾 ， 由 南方 到 北方 效果 良好 。 目 前 关于 家 蝇 Musca domes- 
tica L., 4$ E FH iR. Leptinotarsa decemlineata (Say). ZEH $ Tetranychus urticae Koch, 
/N3E SR AE XT AVMs 抗 性 的 生理 生化 、 遗 传 学 等 均 有 研究 报道 37。 帅 应 垣 等 1994 年 就 报道 
了 个 别 地 区 小 菜 蛾 对 刚刚 引进 的 AVMs 抗 性 已 达到 7 fiii. Wright 等 报道 马来西亚 Cameron 
地 区 的 4 个 小 菜 蛾 田间 种 群 对 AVMs 已 产生 17~195 倍 抗 性 ， 这 可 能 是 小 菜 蛾 田间 种 群 对 
AVMs 产生 明显 抗 性 的 首次 报道 ”。 但 就 小 菜 蛾 对 AVMs 抗 性 发 展 的 速度 还 难以 预测 ， 我 们 
在 室内 对 采 自 河北 宣化 的 田间 种 群 用 AVMs 进行 了 抗 性 选 育 ， 并 对 其 抗 性 机 制 进 行 了 初步 的 
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1 材料 和 方法 


1.1 供 试 屁 虫 及 饲养 

宣化 种 群 采 目 河北 省 宣化 田间 ， 阿 维 菌 素 抗 性 品系 (AV-R) 由 宣化 种 群 室 内 汰 选 所 得 ， 
阿 维 菌 素 敏 感 品系 (XH-S) 由 同 源 的 宣化 种 群 在 不 接触 药剂 情况 下 同步 饲养 所 得 ， 室 内 饲养 
HERE hmm, 
1.2. 化 学 试剂 及 药剂 

x- 乙 酸 蔡 酯 (a-NA)， 上 海 试 剂 一 厂 产 品 ， 化 学 纯 ; 8B- 乙 酸 茜 酯 (BENA)， 北 京 化 工厂 产 
品 ， 化 学 纯 ; 碘 化 硫 代 乙 酰 胆 碱 (ATCh), Fluka 公司 产品 ; 5, 5'-— BD nb d DE FR NS 
(DTNB), X Roth 公司 产品 ; 还 原型 谷 胱 甘 肽 〈GSH) ，1- 毛 -2，4- 二 硝 基 葵 (CDNB), 为 
Sigma 公司 产品 ; 91.2% 阿 维 菌 素 原 药 由 中 国 农业 大 学 新 技术 开发 总 公司 提供 ; 90% 增 效 醚 
(Pb) 为 美国 Aldrich 公司 产品 ; Triton X-100 为 上 海 化 学 试剂 采购 供应 站 美国 进口 分 装 。 
1.3 抗 性 选 育 方法 

妆 小 莱 蛾 幼虫 群体 多 数 进 入 3 龄 时 (2 mg/ 头 一 3 mg/ 头 )， 根 据 上 一 代 对 AVMs 的 毒 力 
测定 结果 ， 配 制 杀 死 种 群 为 70% 一 80% 的 剂量 ， 采 用 喷雾 法 将 药 液 均匀 栈 酒 于 带 有 供 选 试 虫 
的 葛 仆 苗 上 ， 需 更 换 的 新 鲜 葛 卜 苗 也 喷 以 相同 浓度 的 药 液 ， 继 续 饲 养 直 到 化 晴 。 逐 代 进 行 汰 
选 ， 隔 1 一 2 代 进 行 一 次 毒 力 测定 。 
1.4 生物 测定 方法 

参照 Ismail 和 Wright 叶片 药 膜 法 ， 取 新 鲜 无 农药 污染 的 甘蓝 叶片 浸 在 系列 浓度 的 药 
液 中 10 s, AREKE 0.01% 乳 化 剂 ) 作 对 照 ， 室 内 晾 干 后 接 上 大 小 一 致 的 幼虫 (2 mg/ 头 一 
3 mg/ 头 )， 每 个 浓度 3 一 4 次 重复 ， 每 个 重复 10 一 20 头 幼 虫 ， 统 计 48 h 结果 。 增 效 剂 试验 以 
AVMs 的 最 高 浓度 与 增 效 醚 的 比例 1:3。 用 POLO 软件 计算 LC: 值 和 毒 力 回归 方程 的 斜率 
(b). 
1.5 凑 酸 酯 酶 活性 测定 

参照 高 希 武 等 和 李 腾 武 等 方法 014,15]， 将 4 龄 幼虫 饥 包 r 12—24 h 后 称 重 ，4 mgy/ 头 一 
5 mg/ 头 ， 加 pH7.0，0.04 mol/L 的 磷酸 缓冲 液 匀 浆 ， 制 备 的 酶 液 冰 浴 待 测 。 以 o-NA È B- 
NA 为 底 物 (Rx EUR ZU 10 ?mol/L), Æ 30'C ZK18 IX I 15 min, RAMA 1 mL 显 色 液 终止 
反应 ， 分 别 在 555 nm 和 600 nm 处 测定 光 密 度 值 ， 重 复 3 次 。 
1.6 AMERRE (GST) 活性 测定 

取 饥 饿 12—24 h 的 4 龄 幼虫 胸 腹部 ， 加 pH6.5, 0.1 mol/L 磷酸 缓冲 液 匀 浆 ， 制 备 的 酶 
液 冰 浴 待 测 。 参 考 Habig 47; iE US, HC 2.7 mL pH6.5, 0.1 mol/L 的 磷酸 钾 缓 冲 液 ,0.1 mL 
GSH,0.1 mL 酶 液 加 入 到 比 色 杯 中 ， 用 UV-120-02 型 分 光 光 度 计 在 340 nm 下 调 零 ， 而 后 加 
A 0.1 mL CDNB 使 反应 开始 ，U-135C 型 数据 记录 仪 采集 数据 ， 重 复 3 次 。 
1.7 ZĘBA (AChE) 活性 测定 

取 饥 饿 12—24 h 4 龄 幼虫 头 部 ， 加 pH7.5, 0.1 mol/L 磷酸 缓冲 液 匀 浆 ， 制 备 的 酶 液 冰 
REM, KA Gorun 等 改进 的 Ellman 等 的 方法 :573 。 取 待 测 酶 液 0.1 mL 与 0.1 mL Ji £j 
(ATCh, 10 mmol/L) iE ^J], TE 30'C ZK?8 I 15 min， 然 后 加 入 3.6 mL DTNB (10 ? mol/L) 
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乙醇 (4096) 溶液 终止 反 应 并 显 色 ， 在 412 nm 处 测定 光 密 度 值 ， 重 复 3 次 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 小 菜 蛾 对 阿 维 菌 素 的 抗 性 选 育 


选择 对 AVMs 抗 性 水 平 较 低 的 宣化 田间 种 群 ， 分 成 两 组 ， 一 组 以 AVMs 进行 抗 性 选 育 ， 
另 一 组 不 接触 药剂 同步 饲养 。 选 育 前 (Fo 代 ) 3 龄 幼虫 的 LCso 值 为 0.011 mg/L FRAR A 
AVMs 处 理 的 浓度 为 0.016 mg/， 以 后 处 理 浓 度 逐 步 提高 。 饲 养 27 代 ， 每 代 都 进行 施 药 。 
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抗 性 水 平 的 关系 
Fig. 1 Selection of diamondback moth 


resistance by avermectins 


从 图 1 可 以 看 出 ， 随 着 抗 性 选 育 代数 的 增加 ， 
LCso 值 逐渐 增 大 ， 抗 性 水 平 不 断 提 高 。 在 药剂 
选 育 初期 (Fo 一 FEs 代 )， 抗 性 发 展 变化 不 大 ， 
抗 性 倍数 在 10 AF; 从 F~ Fatt, Dit ZA 
上 升 ，LCso 值 由 0.071 上 升 为 1.352, TA TEX 
123 fi; 从 Ej 一 Foe 代 ， 抗 性 增长 迅速 ， 其 抗 药 
性 的 形成 发 展 呈 S 型 。 经 过 27 代 选 育 ， 该 小 菜 
蛾 种 群 对 AVMs 的 敏感 度 显著 下 降 ， 即 LCE 
由 选 育 前 的 0.011 mg/L 上 升 至 选 育 后 的 
8.940 mg/L, HEI 812.73 倍 。 在 选 育 过 程 
CB, 抗 性 并 不 是 直线 上 上升， 达到 一 定 程 度 后 ， 
抗 性 水 平 在 小 范围 内 出 现 波 动 。 


2.2 阿 维 菌 素 选 育种 群 不 同 世 代 CarE, GST, AChE 的 活性 变化 
由 表 1、 表 2、 表 3 可 以 看 出 ,AVMs 对 小 菜 蛾 选 育 27 代 后 同 选 育 前 相 比 ，CarE 活性 Ez; 


%1 AVMs 对 小 菜 蛾 抗 性 沐 选 后 不 同 世 代 CarE 的 比 活力 变化 


Table 1 Changes of carboxylesterase activity after selection by avermectins in diamondback moth 


世代 


Generation 


a-NA 


ODsoo /( mg* min) 


0.978 + 0.034 
0.863 + 0.025 
1.106 * 0.014 
0.424 + 0.005 
0.512 x 0.011 
0.307 + 0.003 
0.258 + 0.004 
0.542 0.008 
0.733 + 0.036 
0.725 X 0.009 
0.791 * 0.020 
1.344 + 0.025 
0.830 +0.014 
1.190 + 0.082 
0.980 + 0.027 
1.031 + 0.032 


变化 倍数 B-NA 变化 倍数 


Relative ratio OD5;5;/( mg* min) Relative ratio 


- 


1.051 2 0.016 
1.134 * 0.008 
1.401 * 0.007 
0.464 * 0.004 
0.545 + 0.006 
0.345 * 0.001 
0.321 x 0.004 
0.617 + 0.006 
0.814 * 0.021 
0.632 £ 0.015 
0.824 € 0.008 
1.552 + 0.046 
1.009 * 0.029 
1.296 + 0.003 
1.225 * 0.010 
1.189 * 0.023 


|l 


DDT 
i WV 
[a Do o oco o oo m= m 
CA -— l2 l0 Un OO CD 00 QN U92 9 UA 4 US rm 


FE 1.395 + 0.054 : 1.524 t 0.024 : 


增刊 李 腾 武 等 : 阿 维 菌 素 对 小 菜 蛾 的 抗 性 选 育 及 其 对 解毒 酶 活性 的 影响 41 


RÆ Fo 代 的 1.4 (a-NA) 4011.5 (B-NA) f&, 差异 显著 (P«0.05), HA Fys 代 开始 ，CarE 
活性 在 较 高 水 平 上 波动 。GST 活性 变化 FARE Fo 代 的 2.2 倍 ， 差 异 极 显著 (P<0.01)， 且 
从 Fis 代 开 始 ，GST 活性 在 较 高 水 平 上 波动 。 说 明 小 菜 蛾 对 AVMs 抗 性 水 平 的 提高 可 能 部 分 
与 CarE 和 GST 活性 增强 有 关 。 经 过 27 代 的 选 育 ，AChE 活性 总 体 变 化 不 大 ，AVMs 的 选 育 
对 小 菜 蛾 AChE 没有 明显 的 影响 。 


3:2. AVMs XI NSEMB BLUE KG E A d 4 w3 AVMs 对 小 菜 蛾 抗 性 汰 选 后 不 同 世 代 
GST 的 比 活力 变化 AChE 的 比 活 力 变 化 
Table 2 Changes of GST activity after selection Table 3 Changes of acetylcholinesterase activity 
by avermectins in diamondback moth after selection by avermectins in diamondback moth 
世代 GST 活性 变化 倍数 世代 AChE 活性 变化 倍数 
Generation ODsw / ( mg* min) Relative ratio Generation ODa4?/ (mg: min) Relative ratio 
/— fy  1.668:0.00 | — 1 | Fo 0.164 * 0.003 1 
F, 1.320 + 0.037 0.8 F4 0.148 + 0.005 0.9 
Fs 2.808+0.121 1.7 Fs 0.200 + 0.001 1.2 
F; 1.643 € 0.029 1.0 F; 0.211 0.008 1.3 
Fio 1.071 0.036 0.6 Fio 0.189 * 0.005 1.2 
Fu 1.908 + 0.030 1.1 Fu 0.162 + 0.003 1.0 
Fi 1.274 + 0.043 0.8 Fu 0.172 + 0.008 1.0 
Fie 1.695 € 0.041 1.0 Fi 0.223 + 0.004 1.4 
Fis 3.858 € 0.117 2.3 Fig 0.119+0.007 0.7 
Fi 3.241 * 0.039 1.9 Fio 0.162 X 0.010 1.0 
Fz 3.301- 0.103 2.0 F20 0.179 +0.008 1.1 
Fy 3.518+0.145 2.1 F22 0.215+0.014 1.3 
F5 2.880 * 0.135 1.7 F5 0.156 + 0.002 1.0 
Fz 2.357 * 0.044 1.4 F24 0.170 + 0.004 1.0 
Fs 2.583+0.110 1.6 F5s 0.141 * 0.010 0.9 
Fas 2.767 +0.063 1.7 F26 0.167 +0.003 1.0 
F5 3.579 * 0.114 2:2 Ej 0.228 + 0.003 1.4 


2.3 增 效 剂 对 AVMs 抗 性 品系 的 增 效 作用 

XI AVMs 抗 性 品系 以 AVMs 加 增 效 剂 (Pb) 和 不 加 Pb 两 种 处 理 ， 进行 生物 测定 ， 
AVMs 对 抗 性 品系 的 毒 力 LCso 值 为 8.940 (4.741—18.218), JUR (Pb) 后 ，LCso 值 降 
为 1.410 (0.212—6.785), 1#% 6.34 倍 ， 抗 性 倍数 从 813 f% FEA 128 倍 。 说 明 MFO 活性 
提高 是 小 菜 蛾 对 AVMs 抗 性 的 机 制 之 一 。 


3 讨论 


用 AVMs 选 育 27 fn, "SESS AVMs 的 抗 性 是 同 源 不 接触 药剂 种 群 的 812.73 倍 。 开 
始 选 育 至 21 代 ， 抗 性 缓慢 上 升 ， 达 到 选 育 前 的 122.91 倍 ， 比 用 菊 酯 类 选 育 抗 性 增长 缓慢 ， 
Yu fi Nguyen 用 氯 菊 酯 选 育 小 菜 蛾 至 21 代 ， 抗 性 超过 600 倍 :2? 。 而 比 用 有 机 氮 类 杀 虫 剂 选 
育 抗 性 增长 快 ， 用 杀 虫 双 和 杀 晓 丹 在 实验 室 以 点 滴 法 处 理 小 菜 蛾 4 龄 幼虫 ， 连 续 继 代 选 育 至 
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35 代 ， 对 杀 虫 双 和 杀 蜡 丹 的 抗 性 比 选 育 前 提高 了 51 倍 和 25 fiU), DJ AVMs 对 小 菜 蛾 继续 
选 育 至 27 代 ， 抗 性 迅速 增长 ， 达 到 选 育 前 的 812.73 倍 ， 抗 性 发 展 呈 现 S 型 曲线 。 

小 菜 蛾 选 育 不 同 代 数 AChE、CarE、GST 活性 测定 表明 ， 随 着 选 育 代 数 的 增加 ，AChE 
活性 变化 不 大 ，AVMs 的 选 育 对 小 菜 蛾 AChE 没有 明显 的 影响 。GST 活性 变化 较 大 ， 选 育 27 
代 是 选 育 前 的 2.2 倍 ， 而 且 从 选 育 18 代 开 始 ，GST 活性 在 较 高 水 平 上 波动 。 选 育 的 27 fX 
CarE WEAS BA 1.4—1.5 f£, mi HJ 22 代 开 始 ，CarE 活性 在 较 高 水 平 上 波动 ， 说 明 小 
菜 蛾 对 AVMs 抗 性 水 平 的 提高 可 能 与 GST 和 CarE 活性 增强 有 关 。 

用 增 效 醚 (Pb) 对 AVMs 抗 性 品系 处 理 ， 进 行 生 物 测定 ， 加 Pb 比 不 加 Pb AVMs 对 小 菜 
蛾 抗 性 品系 毒 力 增 加 6.34 倍 。 说 明 MFO 活性 提高 可 能 是 小 菜 蛾 对 AVMs 抗 性 的 重要 机 制 之 
一 。Sun 对 台湾 小 菜 蛾 的 研究 表明 ， 小 菜 蛾 对 AVMs 的 抗 性 与 MFO A*L., Iqbal 和 Wright 
对 AVMs 选 育 的 室内 220 倍 的 小 全 蛾 抗 性 种 群 ， 用 Pb. DEF 和 马 来 酸 二 乙 酯 处 理 ， 结 果 使 
AVMs 毒 效 分 别 增 加 4 倍 、3 倍 和 2 倍 ， 因 而 推测 小 菜 蛾 对 AVMs 的 抗 性 可 能 与 MFO、 酯 酶 
和 GST 有 关 [22j。 本 研究 结果 表明 ， 小 菜 蛾 对 AVMs 的 抗 性 机 制 可 能 涉及 MFO, GST, CarE 
等 多 个 酶 系统 ， 还 可 能 与 AVMs Bü S bs GABA 受 体 的 变 构 有 关 。 从 以 上 多 种 抗 性 机 制 分 析 ， 
小 菜 蛾 对 AVMs 的 抗 性 遗传 可 能 为 多 基因 控制 。 小 菜 蛾 对 AVMs 的 主导 抗 性 机 制 及 抗 性 遗传 
规律 还 有 待 于 进一步 研究 。 
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Study on resistance selection by avermectins and its effect on 
activities of detoxification enzymes in 
Plutella xylostella (L.) 


LI Teng-wu, GAO Xi-wu' , ZHENG Bing-zong, XU Xiang.-li 
(Department of Entomology, China Agricultural University, Beijing 100094) 


Abstract: The resistance selection of diamondback moth (DBM), Plutella xylostella (L.), to aver- 


mectins (AVMs) and its effect on activities of detoxification enzymes in AVMs-selected DBM were investi- 


gated during 1996 — 1999. After 27 generations of continuous selection pressure, resistance to AVMs was 


over 812-folds in this strain compared with the unselected parents. Resistance selection by AVMs has no ef- 


fect on activity of acetylcholinesterase (AChE). The activities of carboxylesterase ( CarE) and glutathione 


S-transferases ( GST) in DBM larvae of F5; generation increased 1.5 and 2.2-folds respectively, compared 


with the unselected parents (Fg). Piperonyl butoxide (Pb) can moderately increase the toxicity of AVMs 


to the selected strain for about 6-folds. It suggests that the resistant mechanisms of DBM to AVMs were 


probably associated with microsomal mixed function oxidases (MFO), GST and CarE. 
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